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长期施氮对土壤氨化细菌和氮矿化作用的影响* 

刘灵芝，郭冰清，王  丰†，孟  奥，梁敏杰，安婷婷，汪景宽 
（沈阳农业大学土地与环境学院，土肥资源高效利用国家工程实验室/农业农村部东北耕地保育重点实验室，沈阳 110866） 

摘  要：氨化作用是微生物将有机氮转化为无机氮的过程，可提升土壤氮素供应状况，不同肥料长期施用情景下土壤有机氮

发生显著变化，但其氨化过程尚不清楚。据此，依托沈阳农业大学 29 年长期定位施肥试验，针对 4 个不同的施肥处理，包

括不施肥（CK）、施用化肥（HCF）、施用减量化肥（LCF）和化肥减量配施有机肥（CMF），3 个土壤深度（0～20 cm、20～

40 cm 和 40～60 cm）和 3 个采样时期（播种前、玉米抽雄期和收获后），采用实时荧光定量 PCR（qPCR）方法，研究长期

不同施肥处理后玉米生长期不同土层中土壤氨化基因 gdh 丰度、活性和氮矿化变化规律，揭示施肥、季节、土壤深度及其相

互作用对氨化细菌和土壤净氮矿化速率的影响。结果表明：1）相比于土层和施肥处理，采样时期对 gdh 基因丰度和活性的

影响最显著；三个采样时期中，玉米抽雄期土壤 gdh 基因活性和净氮矿化速率显著高于播种前和收获后（P<0.05）；2）与不

施肥（CK）相比，长期施加化肥（LCF 和 HCF）显著增加抽雄期土壤氮矿化速率（P<0.05），CMF 则表现出稳定或增加收

获后土壤氮矿化速率；3）氨化细菌丰度、活性与土壤净氮矿化速率呈极显著正相关，铵硝比是影响氨化细菌的重要因子

（P<0.01）。综上，施氮与作物吸收改变了土壤铵硝比，引起土壤氨化细菌丰度与活性差异，导致土壤氮矿化速率发生变化。

LCF 和 HCF 有利于增加播种前和抽雄期表层土壤氮矿化速率，CMF 则有助于稳定收获后土壤氨化细菌活性，促进土壤有机

氮的氨化过程。 
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中图分类号：S147.2     文献标志码：A 

Effects of Long-term Nitrogen Application on the Soil Ammonifier and 
Nitrogen Mineralization 

LIU Lingzhi, GUO Bingqing, WANG Feng†, MENG Ao, LIANG Minjie, AN Tingting, WANG Jingkuan 

(National Engineering Laboratory for Efficient Utilization of Soil and Fertilizer Resources/Ministry of Agriculture and Rural Affairs Key 

Laboratory of Arable Land Conservation in Northeast China, College of Land and Environment, Shenyang Agricultural University, Shenyang 

110866, China) 

 



544 土    壤    学    报 62 卷 

http://pedologica.issas.ac.cn 

Abstract: 【Objective】Ammoniation is the process by which microorganisms convert organic nitrogen into inorganic nitrogen, 

which can improve soil nitrogen supply. Under different long-term fertilizer application scenarios, soil organic nitrogen 

undergoes significant changes, which makes comprehension of its ammonification process challenging. 【Method】This study 

relied on a 29-year long-term targeted fertilization experiment at Shenyang Agricultural University, targeting four different 

fertilization treatments, including no fertilization (CK), chemical fertilizer (HCF), chemical fertilizer reduction (LCF), and 

fertilizer reduction combined with organic fertilizer (CMF), considering three soil depths (0-20 cm, 20-40 cm, and 40-60 cm), 

and three sampling period (pre-planting, maize tasseling stage and post-harvest) . Using the real-time fluorescence quantitative 

PCR (qPCR) method, the abundance, activity, and nitrogen mineralization changes of soil ammonification gene gdh in 

different soil layers were studied during maize growth period after long-term different fertilization treatments. Also, the effects 

of fertilization, season, soil depth, and their interactions on ammonifier and soil net nitrogen mineralization rate were 

evaluated. 【Result】The results showed that: 1) Compared with soil layer and fertilization treatment, the sampling period had 

the most significant impact on the abundance and activity of gdh genes. During the three sampling periods, the soil gdh gene 

activity and net nitrogen mineralization rate during the maize tasseling stage were significantly higher than pre-planting and 

post-harvest (P<0.05); 2) Compared with no fertilization (CK), long-term application of chemical fertilizers (LCF and HCF) 

significantly increased soil nitrogen mineralization rate during the tasseling period (P<0.05) while reduction of fertilizer 

combined with organic fertilizer (CMF) showed stable or increased soil nitrogen mineralization rate in post-harvest; 3) The 

abundance and activity of ammonifiers were significantly positively correlated with soil net nitrogen mineralization rate, and 

the ammonium nitrate ratio was an important factor affecting ammonifiers (P<0.01). 【Conclusion】In summary, nitrogen 

application, and crop absorption change the soil ammonium nitrate ratio, causing differences in the abundance and activity of 

soil ammonifiers. This led to changes in soil nitrogen mineralization rate. Long-term application of LCF and HCF is beneficial 

for increasing the rate of surface soil nitrogen mineralization in pre-planting and tasseling. CMF can help stabilize the activity 

of soil ammonifiers in post-harvest and promote the ammonification process of soil organic nitrogen. 

Key words: Nitrogen fertilizer reduction; Ammonification; Net nitrogen mineralization rate; Functional gene; Ratio of 

ammonium to nitrate; Maize 

土壤氮素矿化过程是农田土壤向植物供应可利

用有效氮的关键过程，受生物和非生物因子控制[1]。

氨化细菌作为土壤有机氮矿化为 NH4
+（氨化作用）

的重要驱动者，其数量和活性在一定程度上可反映

土壤铵态氮的供应能力[2]。由微生物产生的谷氨酸

脱氢酶（GDH），于氨化过程中催化谷氨酸氧化脱氨

基产生 α-酮戊二酸（2-OG）和 NH4
+，其编码谷氨酸

脱氢酶基因（gdh）可用于反映土壤中有机氮转化为

矿质氮的能力[3-4]。 

在农业生产中，长期连续施肥在显著提高作物

产量的同时，也带来了氮素利用率不高和土壤质量

退化等问题[5]。2022 年农业农村部印发《到 2025

年化肥减量化行动方案》，提出通过推进化肥减量增

效、科学施用有机肥等技术解决氮肥不合理使用、

有机肥资源还田率偏低等问题[6]。通常认为，有机

肥是无机氮肥的有效替代品，土壤有机质的提升，

以及有机无机复合肥配施均能显著提升氨化细菌等

功能微生物的数量[7]。谭周进等[8]则认为，相比于有

机无机肥配施处理，单施氮肥可明显提高土壤氨化

细菌数量和活性、促进土壤氨化作用。李春越等[9]

指出，由于氨化细菌对氮素耐受性有限，减量施

氮相较于常规施氮更有利于氨化细菌生长。雍太

文等 [10]研究结果却显示，与常规施氮相比，减量施

氮降低了玉米根区土壤的氨化作用。除施肥措施外，

温度、通气和土壤类型等差异也是影响土壤氨化微

生物分布与活性的重要因子[11-13]。截至目前，关于

土壤深度、作物生育期和施肥方式等环境因子及其

相互作用如何调控土壤氨化微生物分布特征及其

氮转化活性仍不清楚。因此，在农田管理中，能

否通过科学调整氮肥种类（化肥、有机氮肥）与

施用量，改变土壤氮素转化途径，进而达到提升

农业氮肥利用效率、促进作物氮素吸收的目的，

尚需进一步研究。  

本研究依托沈阳农业大学 29 年长期定位施肥



2 期 刘灵芝等：长期施氮对土壤氨化细菌和氮矿化作用的影响 545 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

试验站，针对 4 种不同施氮处理土壤，采用实时荧

光定量 PCR（qPCR）方法，从 DNA 和 RNA 分析

入手，检测土壤深度、采样时期差异下，长期施肥

农田土壤中氨化细菌丰度和活性变化，结合土壤净

氮矿化速率的变化，探讨氨化细菌对环境变化的响

应方式，明确调控氨化细菌的重要环境因子，为长

期施氮后土壤供氮能力生物评价以及农田土壤合理

施肥提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  研究区域与土壤样品采集 

土壤样品采自辽宁省沈阳市沈阳农业大学始于

1987 年的 棕壤 长期 定位施 肥试 验站（ 41°49′N，

123°34′E）。研究区定植作物为玉米（Zea mays L.），

每年 5 月初播种，10 月初收获。本试验共选取其中

4 个施肥处理，即不施肥（CK）、施用化肥（HCF，

尿素氮 270 kg·hm–2·a–1）、施用减量化肥（LCF，尿

素氮 135 kg·hm–2·a–1）、化肥减量配施有机肥（CMF，

尿素和猪厩肥施用量折合氮量均为 135 kg·hm–2·a–1）。

于每年 5 月初播种前，将所有类型肥料进行一次性

基施，试验小区面积均设置为 69 m2，每个施肥处理

3 次重复，采用随机区组设计。 

土壤样品采集于 2016 年，采样时期选定为未施

用基肥的玉米播种前期（4 月 20 日）、抽雄期（7 月

20 日）和收获后（11 月 5 日），将土壤剖面以 20 cm

间距分段采样至 60 cm。选用五点取样法进行样品

采集，剔除土壤样品中作物根系及其他杂质，混合

形成每个重复小区的复合样本。将采集好的土壤样

品分为两份：一份于–80 ℃保存，用于提取土壤总

DNA 和 RNA；另一份于 4 ℃保存，用于各种土壤

化学性质的分析。 

1.2 土壤化学性质测定 

土壤 pH 采用 pH 计（Metrohm 702，瑞士）测

定（水土比为 2.5︰1）。土壤全氮（TN）和有机碳

（SOC）含量采用元素分析仪（Elementar Vario MAX 

cube，德国）测定；铵态氮（NH4
+-N）和硝态氮（NO3

–-N）

含量采用自动连续流动分析仪（Auto Analyzer 3，

德国）测定。具体的测定方法参考 Bai 等 [14]，前

期研究显示，长期施肥后土壤基本化学性质发生

变化 [15]，其中，土壤主要化学性质测定结果如表

1 所示。 

表 1  供试土壤基本化学性质 

Table 1  Basic chemical properties of tested soil 

土层 

Soil layer 
pH 

有机碳 

Soil organic carbon/

（g·kg–1） 

全氮 

Total nitrogen/ 

（g·kg–1） 

铵态氮 

NH4
+-N/ 

（mg·kg–1） 

硝态氮 

NO3
–-N/ 

（mg·kg–1） 

0～20 cm 5.30±0.10b 10.71±0.21a 1.05±0.02a 1.93±0.24a 16.95±1.82a 

20～40 cm 5.72±0.06a 6.68±0.08b 0.67±0.01b 1.03±0.10b 16.50±2.19a 

40～60 cm 5.71±0.07a 5.17±0.07c 0.66±0.02b 0.90±0.08b 15.55±2.24a 

注：同列不同小写字母代表不同土层差异显著（P<0.05）。Note：The different lowercase letters in the same column represented 

significant differences（P<0.05）in different soil layers. 

 

1.3  土壤净氮矿化速率和氨化强度测定 

土壤净氮矿化速率测定参照张祚恩等[1]的方法

进行，主要步骤为，将供试土壤置于 28 ℃恒温培

养，定期进行通气和含水量调节，分别在培养 0 d

和 7 d 时，测定土壤铵态氮（NH4
+-N）和硝态氮

（NO3
–-N）含量，根据培养前后无机氮变化情况，计

算土壤净氮矿化速率。计算公式如下： 

 
净铵化量=培养后[NH4

+-N] – 培养前[NH4
+-N]（1） 

净硝化量=培养后[NO3
–-N] – 培养前[NO3

–-N]（2） 

 
无机氮累积量=净铵化量+净硝化量       （3） 

 
净氮矿化速率=无机氮累积量/培养时间    （4） 

1.4  土壤总 DNA 和 RNA 提取及总 cDNA 合成 

土壤总 DNA 和 RNA 提取分别采用 E.Z.N.Z.® 

Soil DNA Kit（Omega，美国）和 E.Z.N.Z.® Soil RNA 

Kit（Omega，美国），按照说明书进行操作，设 3
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次重复。提取的土壤 DNA 和 RNA 采用 NanoDrop 

2000 分光光度计（Thermo Scientific，美国）和 Qubit 

3.0（Thermo Scientific，美国）检测其质量及浓度，

合格样品于–80 ℃保存待用。土壤总 cDNA 使用

HiFi Script cDNA Synthesis Kit（CWBIO，北京）进

行合成，并于–20 ℃保存用于后续分析。 

1.5  目的基因扩增与克隆 

使用引物 gdh F（5'-CCACTTATTGCATTTAC 

GTCAAAGA-3'）和 gdh R（5'-CCCAGTCATCTCAG 

CAAGAGAA-3'）扩增氨化基因 gdh[3]，PCR 反应体

系为 25 μL，含 2×Es Taq Master Mix（CWBIO，北

京）12.5 μL，上下游引物各 0.5 μL（10 μmol·L–1），

核酸模板 2 μL，最后用 ddH2O 补至 25 μL。采用

AxyPrep DNA Gel Extraction Kit（Axygen，美国）

回收 gdh 基因的 PCR 产物连接至 pMD19-T 载体

（TakaRa，大连）并转化至大肠杆菌 DH5α（TakaRa，

大连）感受态细胞中。 

使用 PurePlasmid Mini Kit（CWBIO，北京）提

取含 gdh 基因的质粒 DNA，使用 Qubit 3.0 测定质

粒 DNA 浓度并计算 gdh 基因拷贝数。质粒 DNA 以

10 倍梯度进行系列稀释，保存于–20 ℃，用于标准

曲线制备。 

1.6  实时荧光定量 PCR 测定 

使 用 Step One Plus Real-Time PCR System

（Applied Biosystems，美国）检测土壤样品中 gdh

基因拷贝数。使用 1.4 氨化基因引物 gdh F 和 gdh R

进行检测，qPCR 反应程序为 95 ℃预变性 10 min，

95 ℃变性 15 s，58 ℃退火 30 s，最后于 72 ℃延伸

15 s，45 个循环。反应体系为 20 μL，含 Ultra SYBR 

Mixture（CWBIO，北京）10 μL，上下游引物各 0.8 μL

（10 μmol·L–1），核酸模板 2 μL，最后用 ddH2O 补至

20 μL。核酸模板为稀释 100 倍的土壤总 DNA 和

cDNA。qPCR 反应通过熔解曲线证实其扩增特异性，

标准曲线的扩增效率为 90.86%，R2 为 0.984。 

1.7  数据分析 

采用 SPSS 19.0 和 Excel 2019 进行统计分析，

显著性分析采用单因素方差分析（ANOVA）和最小

显著差异法（LSD），相关性分析采用皮尔逊相关性

分析（Pearson’s correlation）。通过 R 3.5.1 中的 Vegan

包 进 行 置 换 多 元 方 差 分 析 （ PERMANOVA ）、

randomForest 包进行随机森林分析，以评估环境因

子对氨化基因 gdh 的影响。 

2  结  果 

2.1  长期施氮对土壤矿质氮含量的影响 

从表 2 可以看出，与表土层（0～20 cm）相比，

亚表层（20～40 cm）和深层（40～60 cm）土壤中

铵态氮含量显著降低（P<0.05）。相同土层中，采样

时期对土壤铵态氮含量的影响表现为，播种前土壤

铵态氮含量显著高于抽雄期和收获后（P<0.05）。不

同施肥处理对土壤铵态氮的影响表现为，与不施

肥 CK 处理相比，施肥可不同程度提高土壤铵态

氮含量。  

土壤硝态氮含量在不同土层中无显著差异。从

表 2 可以看出，相同土层中，采样时期对土壤硝态

氮含量的影响表现为，不施肥 CK 处理硝态氮含量

在播种前最低，而化肥减量配施有机肥（CMF）处

理在播种前最高，单施化肥（LCF 和 HCF）处理则

表现为抽雄期最高。不同施肥处理对土壤硝态氮的

影响表现为，与不施肥 CK 处理相比，施肥可不同

程度提高土壤硝态氮含量，其中，表土层（0～20 cm）

中，施用化肥（HCF）处理和化肥减量配施有机肥

（CMF）处理可显著增加土壤硝态氮含量；亚表层

（20～40 cm）和深层（40～60 cm）土壤中，各施肥

（LCF、HCF 和 CMF）处理均显著增加土壤硝态氮

含量（P<0.05）。 

综上，土壤铵态氮含量在表土层（0～20 cm）

最高，硝态氮含量在不同土层中无显著变化，施肥

可显著提高二者含量；土壤铵态氮含量在播种前最

高，硝态氮含量在不同施肥处理下变化趋势不同。 

2.2  长期施氮对土壤净氮矿化速率的影响 

土壤净氮矿化速率在不同土层中无显著差异，

三个采样时期中，抽雄期土壤净氮矿化速率最高，

播种前最低（P<0.05，图 1）。从图 1 可以看出，相

同土层中，不同施肥处理对土壤净矿化速率的影响

表现为，与不施肥 CK 处理相比，单施化肥（LCF

和 HCF）处理大多表现为显著增加播种前和抽雄期

土壤净氮矿化速率（P<0.05），但显著降低收获后表

土层（0～20 cm）和深层（40～60 cm）土壤净氮矿

化速率（P<0.05）；化肥减量配施有机肥（CMF）对

土壤净氮矿化速率多表现出稳定或提高作用。  
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表 2  不同处理土壤矿质氮含量 

Table 2  Soil mineral nitrogen content under different treatments  

　　铵态氮含量  

NH4
+-N content/（mg·kg–1） 

硝态氮含量  

NO3
–-N content/（mg·kg–1） 土层 

Soil layer 

处理 

Treatment 播种前 

Pre-planting 

抽雄期 

Tasseling 

收获后 

Post-harvest 

播种前 

Pre-planting 

抽雄期 

Tasseling 

收获后 

Post-harvest 

CK 1.27±0.07Ac 0.57±0.01Bc 0.62±0.01Bd 5.60±0.23Cd 9.64±0.02Ad 9.34±0.07Bc 

LCF 2.42±0.82Ab 0.82±0.02Bb 0.80±0.01Bc 11.01±0.71Bc 27.46±0.14Ab 8.23±0.16Cd 

HCF 3.91±0.68Aa 2.53±0.04Ba 2.08±0.05Ca 16.46±0.35Bb 45.27±0.30Aa 11.59±0.04Cb 

0～20 cm 

CMF 2.91±0.52Aab 0.87±003Cb 1.61±0.06Bb 24.08±0.16Aa 22.04±0.06Bc 12.64±0.21Ca 

CK    0.52±0.01Bb 0.51±0.02Bb 0.71±0.02Ab 4.77±0.10Cd 6.24±0.01Bd 7.15±0.02Ad 

LCF 2.05±0.18Aa 0.84±0.04Ba 0.73±0.01Bb 14.93±0.57Bb 44.19±0.14Aa 8.97±0.04Cc 

HCF 2.08±0.14Aa 0.89±0.04Ba 0.73±0.08Bb 12.76±0.70Bc 43.87±0.13Ab 9.89±0.08Cb 

20～40 cm 

CMF 2.07±0.15Aa 0.51±0.04Cb 0.83±0.04Ba 20.11±0.32Aa 14.15±0.03Bc 11.24±0.12Ca 

CK    0.36±0.06Bc 0.60±0.01Ac 0.58±0.01Ab 1.15±0.10Cd 6.66±0.02Ad 5.17±0.11Bd 

LCF 1.62±0.07Aa 1.34±0.05Ba 0.47±0.01Cc 12.43±0.71Cb 43.76±0.24Aa 20.75±0.07Ba 

HCF 1.60±0.62Aa 0.87±0.07Bb 0.45±0.01Cd 10.82±0.53Bc 42.29±0.27Ab 6.54±0.07Cc 

40～60 cm 

CMF 1.55±0.08Ab 0.57±005Bc 0.77±0.01Ba 15.89±0.56Aa 14.00±0.03Bc 7.16±0.13Cb 

 注：CK、LCF、HCF 和 CMF 分别代表不施肥、施用减量化肥、施用化肥和化肥减量配施有机肥。同行不同大写字母代表同土

层不同采样时期间差异显著（P<0.05），同列不同小写字母代表同土层不同施肥处理间差异显著（P<0.05）。Note：CK，LCF，HCF，and 

CMF，respectively，represent no fertilization，chemical fertilizer reduction，chemical fertilizer，and fertilizer reduction combined with organic fertilizer. 

Different uppercase letters in the same row represent significant differences between different sampling periods in the same soil layer（P<0.05），

while different lowercase letters in the same column represent significant differences between different fertilization treatments in the same soil 
layer（P<0 .05）. 

 

综上，采样时期显著影响土壤净氮矿化速率。

与不施肥 CK 处理相比，单施化肥（LCF 和 HCF）

显著增加土壤净氮矿化速率（P<0.05），化肥减量配

施有机肥（CMF）则无明显差异。 

2.3  长期施氮对土壤氨化基因 gdh 丰度的影响 

土壤 gdh 基因拷贝数如图 2 所示，不同处理 gdh

基因丰度在 6.35×104～2.75×108 copies·g–1（干土）。

其中，gdh 基因丰度在不同土层中无显著差异。相

同土层中，采样时期对 gdh 基因丰度的影响表现为，

与播种前相比，抽雄期和收获后 gdh 基因丰度均显

著提高（P<0.05）。不同施肥处理对土壤 gdh 基因丰

度的影响表现为，与不施肥 CK 处理相比，施用减

量化肥（LCF）处理显著提高各土层播种前期 gdh

基因丰度（P<0.05）；化肥减量配施有机肥（CMF）

处理则不同程度增加各土层采样时期下 gdh 基因丰

度（表土层抽雄期除外）；施用化肥（HCF）处理土

壤 gdh 基因丰度在不同时期和土层与不施肥 CK 处

理无显著差异（图 2）。 

综上，与不施肥处理 CK 相比，施用减量化肥

（LCF）处理不同程度提高 gdh 基因丰度。长期施氮

并未减少土壤氨化细菌丰度，适量施加氮肥可显著

增加土壤氨化细菌丰度。该现象在施用减量化肥

（LCF）的表土层和深层土壤，以及化肥减量配施有

机肥（CMF）的深层土壤中尤为明显。 

2.4  长期施氮对土壤氨化基因 gdh 活性的影响 

如图 3 所示，土壤氨化基因 gdh 在 RNA 与 DNA

水平的丰度比值（RNA/DNA）在 0.07～0.97 之间。

其中，土壤深度、采样时期和施肥处理均显著影响

gdh 基因活性。与深层（40～60 cm）土壤相比，抽

雄期表土层（0～20 cm）土壤显著增加土壤 gdh 基

因活性（P<0.05）。相同土层中，采样时期对 gdh 基

因活性的影响表现为，抽雄期 gdh 基因活性最高，

播种期最低（P<0.05）。不同施肥处理对 gdh 基因活

性的影响表现为，与不施肥 CK 处理相比，单施化

肥（LCF 和 HCF）处理均可显著增加表层（0～20 cm）

土壤播种前土壤 gdh 基因活性，显著降低其表层 
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 注：不同大写字母代表相同施肥处理不同采样时期间差异显著（P<0.05），不同小写字母代表相同采样时期不同施肥处理间差

异显著（P<0.05）。Note：Different uppercase letters represent significant differences between different sampling periods for the same 

fertilization treatment（P<0.05），while different lowercase letters represent significant differences between different fertilization treatments 

for the same sampling period（P<0.05）. 

 
图 1  不同处理的土壤净氮矿化速率 

Fig. 1  Soil net nitrogen mineralization rate under different treatments 

（0～20 cm）和深层（40～60 cm）土壤收获后 gdh 基

因活性（P<0.05）；化肥减量配施有机肥（CMF）虽

显著降低各土层播种前 gdh 基因活性（P<0.05），却

较好地稳定或提升收获后基因活性；此外，所有施

肥（LCF、HCF 和 CMF）处理均显著增加亚表层

（20～40 cm）收获后 gdh 基因活性。 

综上，与不施肥 CK 处理相比，单施化肥（LCF

和 HCF）处理显著增加播种前表土层（0～20 cm）

gdh 基因活性，降低其收获后活性，而化肥减量配

施有机肥（CMF）处理有助于稳定或提升收获后各

土层 gdh 基因活性；采样时期显著影响 gdh 基因活

性，其变化趋势为，抽雄期、收获后、播种前依次

降低。 

2.5  环境因子对氨化基因 gdh 的影响 

将环境因子和氨化基因 gdh 丰度及活性分别进

行多元方差分析（PERMANOVA）。由图 4 可以看

出，施肥处理、采样时期、土层深度及其交互作用

对土壤氨化基因 gdh 丰度和活性的总贡献率分别为 
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注：不同大写字母代表不同采样深度间差异显著（P<0.05），不同小写字母代表不同施肥处理间差异显著（P<0.05），不同罗马

字母代表不同采样时期间差异显著（P<0.05），下同。Note：Different uppercase letters represent significant differences between different 

sampling depths（P<0.05），different lowercase letters represent significant differences between different fertilization treatments（P<0.05），

and different Roman letters represent significant differences between different sampling periods（P<0.05）. The same as below.  

 
图 2  不同处理土壤 gdh 基因丰度 

Fig. 2  Abundance of soil gdh gene under different treatments 

 

图 3  不同处理土壤 gdh 基因 RNA/DNA 比 

Fig. 3  RNA/DNA ratio of soil gdh genes under different treatments 

71.68%和 94.34%。其中，gdh 基因丰度与采样时期、

施肥处理及二者的交互作用显著相关（P<0.05；图

4a）。与 gdh 基因丰度不同，gdh 基因活性与土层深

度、采样时期、施肥处理及其交互作用均显著相关

（P<0.05，图 4b），其中采样时期对其独立影响贡献

率为 50.63%（P<0.001），显著高于其他影响因素。 

2.6  土壤化学性质与氨化基因的相关性 

相关性分析（Pearson’s correlation）结果（表 3）

显示，土壤 gdh 基因丰度（P<0.01）、活性（P<0.001）

均与净氮矿化速率呈显著正相关。土壤 gdh 基因丰度

（P<0.01）、活性（P<0.001）和净氮矿化速率（P<0.05）

与土壤铵态氮含量呈显著负相关，且三者均与铵硝比

呈极显著负相关（P<0.001）。此外，土壤 gdh 基因丰

度（P<0.05）、活性（P<0.01）和净氮矿化速率（P<0.001）

均与硝态氮含量呈显著正相关，与土壤有机碳、全氮、

C/N 均无明显相关性（P>0.05）。 

采用随机森林（ntree = 1 000）分析，以进一步

反映土壤化学性质对 gdh 基因丰度和活性的影响程

度。结果（图 5）表明，铵硝比对土壤 gdh 基因丰

度和活性的贡献率最高，土壤 pH、全氮、有机碳、 
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注：*、**和***分别表示 P<0.05、P<0.01 和 P<0.001。下同。Note：*，** and *** represented P<0.05，P<0.01 and P<0.001. The 

same as below. 
 

图 4  不同处理土壤 gdh 基因丰度（a）和活性（b）的置换多元方差分析 

Fig. 4  Permutational multivariate analysis of variance of soil gdh gene abundance（a）and activity（b）under different treatments 

表 3  土壤化学性质与 gdh基因丰度、活性和净氮矿化速率的相关性 

Table 3  Correlation analysis of soil chemical properties with gdh gene abundance，activity，and net nitrogen mineralization rate 

 
gdh 基因丰度 

gdh gene abundance 

gdh 基因活性 

gdh gene activity 

净矿氮化速率 

Net nitrogen mineralization rate

有机碳 Soil organic carbon –0.112 0.039 0.036 

全氮 Total nitrogen –0.104 –0.038 0.005 

碳氮比 C/N –0.59 0.146 –0.11 

铵态氮 Ammonia –0.291** –0.462*** –0.204* 

硝态氮 Nitrate 0.230* 0.315** 0.635*** 

铵硝比 Ammonia/Nitrate –0.524*** –0.521*** –0.568*** 

pH 0.080 0.048 –0.235* 

gdh 基因丰度 gdh gene abundance / / 0.291** 

gdh 基因活性 gdh gene activity / / 0.714 *** 

 
矿质氮、碳氮比等土壤性质则表现各异。与 gdh 基

因丰度相比，gdh 基因活性对土壤铵硝比和矿质氮

等环境因子变化的响应更为明显。 

3  讨  论 

3.1  不同施肥处理对氨化基因和净氮矿化速率的

影响 

施肥能迅速改变土壤可利用氮素含量，进而影

响参与氮素周转的微生物丰度、活性及氮素转化过

程[16]。本研究中，与不施肥 CK 处理相比，施用减

量化肥（LCF）和化肥减量配施有机肥（CMF）处

理可不同程度提高氨化基因 gdh 丰度，而施用化肥

（HCF）处理对 gdh 基因丰度无显著影响（P>0.05，

图 2），该结果与李春越等[9]采用可培养技术研究土

壤氨化细菌的研究结果相一致。其原因可能是，适

量施氮可提高土壤养分含量，促进作物生长和根系

分泌物的释放，为氨化微生物生长提供充足的营

养物质和反应底物，进而提高氨化细菌的数量和

活性 [17]。当氮肥施用量过高时，大量无机氮肥施入

土壤，土壤铵态氮含量增加直至接近饱和状态，抑

制氨化细菌数量及其参与的氨化作用[5]。 
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图 5  土壤化学性质对 gdh 基因丰度（a）和活性（b）的随机森林分析 

Fig. 5  Random forest analysis of soil chemical properties for gdh gene abundance（a）and activity（b） 

土壤净氮矿化速率常用于表征土壤中氮素可利

用性[1]，土壤 gdh 基因在 RNA 与 DNA 水平的丰度比

值（RNA/DNA）一定程度上代表了氨化细菌的生长

速度和活跃程度[18]。随机森林分析结果也显示，gdh

基因活性对环境因子的响应更为敏感（图 4b），表明

与 DNA 数据相比，RNA/DNA 分析可更准确反映微

生物代谢活性。本研究中，土壤净氮矿化速率和 gdh

基因活性呈极显著正相关（P<0.001，表 3），该结果

进一步验证了氨化细菌在土壤氮矿化过程中的重要

贡献。与不施肥 CK 处理相比，单施化肥（LCF 和

HCF）显著增加播种前表土层（0～20 cm）gdh 基因

活性（P<0.05，图 3），而化肥减量配施有机肥（CMF）

处理有助于稳定收获后土壤 gdh 基因活性。李平等[19]

研究结果指出，土壤中碳氮比提高可降低氨化细菌活

性，该结果与本研究中长期化肥减量配施有机肥

（CMF）后，增加土壤中有机碳含量[15]，降低 gdh 活

性（图 3）结果相似。此外，与化肥减量配施有机肥

（CMF）处理比，单施化肥（LCF 和 HCF）处理降低

了收获后土壤 gdh 活性（图 3），相应减少了下一年

份土壤铵态氮含量，这可能是引起播种前期该处理土

壤 gdh 基因活性相对较高的原因之一。 

3.2  不同采样时期对氨化基因和净氮矿化速率的

影响 

通常认为，作物不同生育时期土壤温度等参数

变化，能够调节微生物数量、种群组成和土壤酶活

性等生物学性质，进而影响土壤元素循环和养分有

效性[20]。本研究中，采样时期是影响土壤氨化基因

gdh 丰度和活性以及土壤氮矿化的主要调控因素（图

4，P<0.001）。所有处理土壤 gdh 基因丰度均在抽雄

期较高（图 2），且土壤氨化基因活性和净氮矿化速

率 也 表 现 出 抽 雄 期 显 著 高 于 播 种 前 和 收 获 后

（P<0.05；图 1 和图 3）。上述结果暗示，与播种前

（11.5 ℃）和收获后（–0.7 ℃）相比，抽雄期温度

（25.1 ℃）更适宜土壤氨化细菌生长与繁殖，进而

促进土壤的氮素矿化作用[21]，该结果与杨贵森等[12]

基于稀释培养法获得的结果相类似。此外，不同生

育时期作物对氮素的吸收状况也会影响土壤氨化细

菌的数量与活性[22]。玉米抽雄期对土壤氮素等养分

的吸收量增加，导致土壤矿质氮含量减少，进而推

动土壤氨化细菌通过启动矿化过程来满足土壤氮素

供应。 

唐海明等[23]研究认为，化学氮肥可通过刺激土

壤硝化作用加快土壤氮矿化作用。本研究也获得了

相似结果（图 1），与不施肥 CK 处理相比，施肥（LCF、 

HCF 和 CMF）均显著增加抽雄期表层土壤净氮矿化

速率（P<0.05），且单施化肥（LCF 和 HCF）处理

增幅更为明显。与抽雄期不同，玉米收获后期表层

土壤氮矿化速率因施肥种类不同表现出显著差异
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（图 1）：单施化肥（LCF 和 HCF）会显著降低土壤

矿化速率（P<0.05），化肥减量配施有机肥（CMF）

能较好地稳定土壤氮矿化速率。因此，与单施化肥

（LCF 和 HCF）相比，化肥减量配施有机肥（CMF）

有助于土壤有机氮的分解作用，并在更长时期内维

持土壤氮素供应，满足作物生长需求。 

3.3  土壤化学性质对氨化基因和净氮矿化速率的

影响 

土壤化学性质的改变可干扰其生境内微生物的

数量与活性[11]。土壤铵态氮和硝态氮统称为矿质氮，

是作物直接吸收利用土壤有效态氮的主要形式[1]。

本研究通过皮尔逊相关性分析发现，土壤铵硝比和

矿质氮均可显著影响 gdh 基因丰度、活性和土壤净

氮矿化速率（表 3）。土壤化学性质重要性排序结果

显示，铵硝比是影响 gdh 基因和净氮矿化率的重要

因子，并与二者呈显著负相关（图 5）。分析其原

因可能与氮代谢过程中酶活性的诱导与抑制有关。

通常认为，适量铵态氮供应有利于诱导硝酸还原酶

活性，推动氨化进程，并通过提高谷氨酰胺合成酶

活性，增加对氨的亲和作用。然而，随着环境铵态

氮浓度增加，硝酸还原酶活性受到明显抑制，氨同

化进程受到阻碍，导致氨毒害现象产生[24]。此外，

由于铵态氮带正电荷易被土壤胶体吸附或固定在土

壤矿物晶格中，难以向下淋溶，不同施肥处理后土

壤铵态氮多固持于表层，潜在影响土壤净氮矿化速

率 [25] 。 随 土 壤 深 度 增 加 ， 化 肥 减 量 配 施 有 机 肥

（CMF）处理显著增加氨化基因 gdh 丰度（图 2），

可能是由于深层（40～60 cm）土壤中，土壤养分相

对贫瘠，氨化细菌开始利用有机肥中的有机质作为

反应底物完成氨化作用[22]。这进一步证实氨化细菌

的生态策略，即氮素充足时氨化细菌优先利用低分

子量氮进行氮同化作用，而随着可利用氮素含量减

少，氨化细菌对有机质的分解作用会逐渐增强[26]。 

尽管大量研究认为，土壤 pH 是影响细菌分布

的重要因素，但本研究中并未发现土壤 pH 与氨化

基因 gdh 丰度和活性之间存在显著性关系（表 3）。

分析其原因，可能与供试土壤 pH 变化范围（5.16～

5.91）较窄有关[27]。此外，土壤中大部分的异养细

菌均可进行氨化作用，微生物具有高度的“功能冗

余”特征，菌群之间的替代作用，使得具有氨化功

能的微生物在数量或活性上保持相对稳定[8，28]。然

而，哪些氨化细菌是参与土壤氮素转化的关键类群，

以及氨化细菌种群的更替在多大程度上影响土壤的

氨化强度，这些问题仍需进一步研究。 

4  结  论 

本研究通过检测 gdh 基因和土壤氮矿化速率揭

示长期施氮对土壤氨化细菌丰度、活性及土壤氨化

作用的影响。结果表明，与 gdh 基因丰度相比，gdh

基因 DNA/RNA 表征的氨化活性对环境因子的响应

更为敏感，并与土壤氮矿化速率极显著相关。土壤

氨化基因 gdh 活性与氮矿化速率受采样时期显著影

响，铵硝比是影响土壤氨化基因丰度和氮矿化速率

的重要环境因子。长期施加化肥虽明显提高玉米抽

雄期土壤氮矿化速率，化肥减量配施有机肥（CMF）

则有助于玉米收获后稳定土壤氮矿化速率，通过土

壤有机氮的氨化过程，潜在增强土壤持续供氮能力，

促进氮素周转与供应。 
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